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RESUMEN

Bacterias del género Pseudomonas poseen la capacidad de crecer en una diversidad
de compuestos organicos utilizandolos como fuente de carbono y energia. Entre
estos se encuentran los isoprenoides, que son compuestos muy estables y ubicuos.
La biodegradacion de los isoprenoides esta influenciada por su estructura, siendo
los 2-metil ramificados mas susceptibles a este proceso que los 3-metil ramificados.
La estrategia microbiana para remover la ramificacion 3-metilica en los isoprenoides
consiste en su carboxilaciéon, generando un grupo acetilo susceptible de ser hidrolizado.
La via degradativa de isoprenoides aciclicos se ha elucidado en Pseudomonas
aeruginosa y Pseudomonas citronellolis mediante compuestos modelo como el
citronelol, geraniol o farnesol. Esta se conforma de 4 etapas: (i) via superior de
oxidacién-activacion, (ii) via central de terpenos aciclicos (ATU), (iii) acoplamiento
de la oxidaciéon B, y (iv) convergencia con la via de leucina/isovalerato (LIU). Los
productos finales de estas etapas son canalizados a los ciclos del acido tricarboxilico
y glioxilato.

ABSTRACT

Bacteria of the Pseudomonas genus possess the ability to grow in a variety of organic
compounds using them as a source of carbon and energy. These include isoprenoids,
which are very stable compounds and ubiquitous. Biodegradation of isoprenoids is
influenced by its structure, being the 2-methyl branched compounds more susceptible
than the 3-methyl branched. Microbial strategies for removing the 3-methyl branching
group in the isoprenoids involves its carboxylation, generating an acetyl group capable
of being hydrolyzed. The acyclic isoprenoid degradative pathway has been elucidated
in Pseudomonas aeruginosa and Pseudomonas citronellolis using citronellol, geraniol
or farnesol as model compounds. This is constituted by four stages: (i) oxidation-
activation upper pathway, (ii) acyclic terpenes (ATU) central pathway, (iii) coupling
of the B oxidation, and (iv) convergence to leucine/isovalerate (LIU) pathway. End
products of these stages are channeled to the tricarboxylic acid cycle and glyoxylate.
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Los isoprenoides son compuestos organicos for-
mados por unidades de isopreno; se dividen en
terpenos y terpenoides; los primeros estan for-
mados por carbono e hidrégeno, mientras que los
segundos contienen un grupo funcional adicional
que contiene oxigeno. Los isoprenoides se carac-
terizan por ser ubicuos y proceden principalmente

de las plantas, en donde tienen un papel funcional
y estructural que se ve reflejado en importantes
funciones fisioldgicas y ecoldgicas. Los terpenos se
sintetizan a través de la condensacion de unidades
de isopreno (C5) a través de la via del mevalo-
nato y de la via plastidica del 2-C-metil-D-eritrio
4-fosfato (MEP). La primera es activa en el reticulo
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endoplasmatico/citosol y es la responsable de la
produccion de sesquiterpenos (C15) y triterpenos
(C30), como los esteroles; mientras que la se-
gunda via es la responsable de la produccion del
isopreno, monoterpenos, diterpenos (C20) como
las giberelinas, y tetraterpenos (C40) como los ca-
rotenoides. Ambas vias convergen en la formacion
del isopentenilpirofostato (IIP) y su isomero alilico,
el dimetilalil-pirofosfato (DMAPP), los cuales son
considerados como estructuras basicas para la bio-
sintesis de terpenos. La capacidad para sintetizar
este tipo de compuestos se remonta aln antes de la
evolucion de la biosintesis de la clorofila, ya que la
presencia de terpenoides en restos fosiles de diver-
sas formaciones geoldgicas y sedimentos sugiere
que la capacidad para sintetizar isoprenoides ya es-
taba presente en bacterias no fotosintéticas, por lo
que la aparicion de estos compuestos en bacterias
y especificamente en bacterias no fotosintéticas
es de interés evolutivo y funcional. Otra clase de
terpenoides sintetizados por los microorganismos
son los carotenoides, los hopanoides ciclicos y los
ésteres cerosos, los cuales pueden ser Utiles como
almacén de carbono y energia bajo condiciones
limitantes (1). Estos compuestos son sintetizados
por la condensacion de un alcohol de cadena larga
ramificada y acidos grasos, todos provenientes
de estructuras basicas de isoprenoides. Se ha
observado que en bacterias marinas de los géne-
ros Acinetobacter, Pseudomonas y Marinobacter
los ésteres cerosos de isoprenoides se producen
durante el crecimiento aerdbico en fitol, derivados
del pristano y farnesol (compuestos ampliamente
distribuidos en sedimentos marinos) o cuando estas
bacterias crecen en ambientes donde abundan los
hidrocarburos (2).

ASIMILACION DE ISOPRENOIDES ACICLICOS
EN PSEUDOMONAS

Pseudomonas es un género bacteriano ubicuo y
metabdlicamente versatil, siendo algunas de las
especies de este género patdégenas de humanos,
insectos, nematodos y plantas. Por otro lado, es
caracteristica de algunas especies de este género
la capacidad de asimilar isoprenoides como Unica
fuente de carbono y energia. Algunos isoprenoi-
des son compuestos recalcitrantes y cominmente
toxicos para los microorganismos, ya que se in-
tercalan en la membrana citoplasmatica causando
lisis celular (3).

Los isoprenoides del tipo del citronelol son cla-
sificados dentro del grupo de los alcanos 3-metil
ramificados, caracterizados por su baja biodegrada-
bilidad causada por la incapacidad de las enzimas
de la oxidacién B para reconocer como substratos
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compuestos con el grupo metilo sobre el carbono
beta (radical 3-metilo). En contraste, los alcanos
2-metil ramificados no presentan este impedimento
y por lo tanto pueden ser metabolizados mediante
esta via. Isoprenoides utilizados como prototipos
3-metil ramificados son el citronelol (3, 7-dimetil-
6-octen-1-ol), el geraniol (3, 7-dimetilocta-2,
6-dien-1-ol) y el farnesol (3, 7, 11-trimetil-2, 6,
10-dodecatrien-1-ol). Por otro lado, los microorga-
nismos capaces de degradar alcanos 3-metil rami-
ficados son principalmente relacionados al género
Pseudomonas (P. citronellolis, P. aeruginosa, P.
mendocina, P. delhiensis y algunos aislados de P.
fluorescens, como la cepa Pf-5). Estas bacterias
para poder utilizar este tipo de compuestos han
seleccionado un conjunto de reacciones conocidas
como descarboximetilaciéon beta, la cual origina un
producto que posteriormente puede ser metaboli-
zado por las vias de oxidacion alfa o beta (2, 4).

Los estudios pioneros dirigidos a elucidar el
metabolismo de isoprenoides aciclicos datan de los
afnos 60s con el aislamiento de la bacteria P. citro-
nellolis, la cual fue nombrada asi por su capacidad
para utilizar los isoprenoides citronelol y farnesol.
Posteriormente, se encontré que P. aeruginosa, P.
mendocina y P. delhiensis también eran capaces
de crecer en citronelol como Unica fuente de car-
bono (3), posteriormente se propuso la primera
via para la degradacion de isoprenoides aciclicos
en P. citronellolis (5).

Estudios recientes han sido enfocados a dilucidar
la via catabdlica de isoprenoides aciclicos desde un
punto de vista genético y bioquimico en dos de los
principales microorganismos que poseen esta pro-
piedad metabdlica, P. aeruginosa y P. citronellolis.
Esta ruta catabdlica sera descrita en los siguientes
parrafos, la cual se puede dividir en cuatro etapas:
(i) via superior de oxidacidon-activacion, (ii) via cen-
tral de terpenos aciclicos (ATU), (iii) acoplamiento
a la oxidacion B y (iv) convergencia con la via de
leucina/isovalerato (LIU) (Fig. 1).

VIA SUPERIOR DE OXIDACION/ACTIVACION
DE ISOPRENOIDES ACICLICOS

La via superior del catabolismo de isoprenoides
aciclicos comienza con la oxidacion y activaciéon
de la molécula de terpenol (citronelol, geraniol o
nerol). El terpenol es oxidado por deshidrogenasas
al correspondiente terpenal y acido terpendico (2,
5, 6) (Fig. 2). En P. aeruginosa se ha sugerido que
la citronelol y citronelal deshidrogenasas son homo-
logos a deshidrogenasas de cadena corta, podrian
estar codificadas por los genes atuB o atuG; mien-
tras que la oxidaciéon del geraniol a geranilato se
sugiere es catalizada por enzimas diferentes a las
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anteriores (7). Los respectivos acidos producidos,
acido citronélico y acido geranico, son activados por
una reaccion que involucra a una acil-CoA sinteta-
sa, hasta el momento desconocida, produciendo el
citronelil-CoA o geranil-CoA, respectivamente (Fig.
2). Para este paso enzimatico no hay evidencia de
los genes codificantes, sin embargo, se sugiere
que puede estar involucrada una acil-CoA sintetasa
homologa a FadD (2).

VIA CENTRAL DE UTILIZACION DE TERPENOS
ACICLICOS (ATU)

El siguiente paso en el catabolismo de isoprenoides
aciclicos es la via central, cuyas enzimas estan
codificadas en el cluster genético atuRABCDEFGH
(Fig. 3). Esta inicia con los metabolitos citronelil-
CoA o trans-geranil-CoA, los cuales son oxidados
o isomerizados a cis-geranil-CoA por la enzima
citronelil-CoA deshidrogenasa si el compuesto
inicial es citronelil-CoA (Fig. 4). Se ha descrito

TCA

Ciclos del glioxilato y de los
acidos tricarboxilicos (TCA)

que la enzima citronelil-CoA deshidrogenasa es
codificada por el gen atuD y el ORF PA1535. La
deshidrogenasa codificada por atuD tiene alta afi-
nidad por el citronelil-CoA (K 1.6 uM), a diferencia
de la codificada en el marco de lectura PA1535,
la cual muestra una afinidad significativamente
menor por el citronelil-CoA (K 18 uM), por lo que
probablemente el ORF PA1535 no es esencial para
la via ATU (8).

La siguiente reacciéon es mediada por la geranil-
CoA carboxilasa (GCCasa), la cual esta conformada
por las subunidades o y B, codificadas por los genes
atuF y atuC, respectivamente (9). La GCCasa se
encarga de introducir una molécula de CO, sobre la
ramificacion metilica localizada en el carbono 3 de
la cadena principal del cis-geranil-CoA para generar
isohexenil-glutaconil-CoA (Fig. 4). En la subunidad
B de la GCCasa se lleva a cabo el reconocimiento
del sustrato y se encuentra el dominio de unién a
carboxibiotina, mientras que en la subunidad o se
localizan cuatro motivos altamente conservados:
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Figura 2. Etapas y probables enzimas de la via superior de oxidacién-activacion de isoprenoides aciclicos (2).

el sitio de union a ATP, el dominio de fijacion de
CO,, el sitio catalitico de la familia de carboxilasas
dependientes de biotina y el dominio acarreador de
biotin-carboxilo (10). La GCCasa de P. aeruginosa
tiene como sustrato preferencial al geranil-CoA
(K, 8.8 yM, V__ 492 nmol/min mg de proteina);
sin embargo, también es capaz de carboxilar al
3-metil-crotonil-CoA (K 14 uM y V__ 308 nmol/
min.mg de proteina). Por otro lado, la GCCasa
de P. citronellolis puede carboxilar 15 diferentes
sustratos. Esto sugiere que en Pseudomonas la
GCCasa puede tener un papel multifuncional, ya
que es una enzima promiscua (10, 11).

A la etapa de carboxilacion le sigue la reaccion
de hidratacion (3), realizada por la enzima iso-
hexenil-glutaconil-CoA hidratasa, que convierte al
isohexenil-glutaconil-CoA producido por la geranil-
CoA carboxilasa, a 3-hidroxi-3-isohexenilglutaril-
CoA (Fig. 4). El gen atuE codifica a esta hidratasa
no esencial para el crecimiento de P. aeruginosa
en terpenos aciclicos, probablemente reemplazada
por otras isoenzimas. (8, 9, 10).

La siguiente reaccién en la via central es reali-
zada por la 3-hidroxi-3-isohexenilglutaril-CoA liasa

(HIHG-CoA liasa), también llamada 3-hidroxi-3-iso-
hexenilglutaril-CoA: acetato-liasa. Los productos
de reaccion de la HIHG-CoA liasa es una molécula
de acetato y el 7-metil-3-ox0-6-octenil-CoA, el
cual es considerado como producto final de la via
central ATU y metabolito que se acopla a la oxida-
cion B (Figs. 4 y 5). Esta enzima es codificada por
el gen liuE, el cual se encuentra formando parte
del operon liu, localizado en otra region genética
distante del cluster atu en el genoma de P. aerugi-
nosa. Esta enzima es bi-funcional (capaz de utilizar
como substrato compuestos de diferentes vias
metabolicas) con actividades de HIHG-CoA liasa y
HMG-CoA liasa, la cual participa en la via central
de isoprenoides aciclicos y en la via de degradacion
de leucina/isovalerato, respectivamente (12, 13).

ACOPLAMIENTO DE LA OXIDACION B A LA
VIA ATU

En general, los genes que participan en esta eta-
pa son los genes fad, mismos que participan en
el metabolismo bacteriano de acidos grasos (14).
Una vez que el 7-metil-3-oxo-6-octenil-CoA es ob-
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Figura 3. Grupo de genes atu y liu de Pseudomonas aeruginosa PAO1 que codifican a las enzimas involucradas

en las vias catabdlicas de terpenos aciclicos y leucina/isovalerato. atu (acyclic terpene utilization), liu (leucine/
isovalerate utilization). Se muestran los nombres de los genes y sus respectivos ORFs del genoma de PAOL. La
identidad de aminoéacidos de las proteinas homodlogas se indica en porcentaje bajo los genes [Adaptado de (2)].
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Figura 4. Via catabdlica central de terpenos aciclicos (ATU) y enzimas involucradas en P. aeruginosa. Los productos
de la via superior de oxidacidon-activacion de isoprenoides aciclicos convergen en el compuesto cis-geranil-CoA,
compuesto que es carboxilado por la cis-geranil-CoA carboxilasa (GCCasa). Las reacciones de hidratasa y liasa

producen acetato y el 7-metil-3-oxo-6-octenil-CoA, sustrato de la oxidacién B [Adaptado de (2)].

tenido por la via central ATU, este es integrado a la
via de oxidacion B (Fig. 5) (2). Este compuesto es
hidrolizado a 5-metil-4-hexenoil-CoA y acetil-CoA,
probablemente por la actividad de acil-CoA tiolasa
(FadA) del complejo de oxidacion de acidos gra-
sos. El 5-metil-4-hexenoil-CoA, es oxidado a (2E)-
5-metil-2,4-hexadienoil-CoA por la acil-CoA deshi-
drogenasa (FadE); cuyo producto es hidratado por
la enoil-CoA hidratasa (FadB) a 3-hidroxi-5-metil-
4-hexenoil-CoA. Subsecuentemente la 3-hidroxiacil-
CoA deshidrogenasa (FadN) origina al metabolito
5-metil-3-o0x0-4-hexenoil-CoA, que es finalmente
hidrolizado a 3-metil-crotonil-CoA y acetil-CoA por

) 0
CoA-SH

accion de la acil-CoA tiolasa (FadA; Fig. 5). En este
caso, el 3-metil-crotonil-CoA es el metabolito con-
vergente de la via de isoprenoides aciclicos con la
via catabdlica de leucina/isovalerato (2, 9).

CONVERGENCIA DE LA VIA DE LEUCINA/1SO-
VALERATO (LIU) A LA VIA ATU

En P. aeruginosa la via catabdlica LIU involucra
enzimas codificadas por el cluster liuRABCDE, via
esencial en el catabolismo de leucina/isovalerato
(Fig. 3). Esta via catabdlica inicia con la transami-
nacion de la leucina al 4cido 2-cetoisocaprico, el

0
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Figura 5. Acoplamiento de la oxidacion de acidos grasos a la via catabdlica de terpenos aciclicos. Las probables
etapas enzimaticas y las enzimas sugeridas se adaptaron del metabolismo general de los acidos grasos descrito en
bacterias [Adaptado de (2, 14)].
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Figura 6. Via catabdlica de leucina/isovalerato (LIU) y las probables enzimas codificadas por el grupo de genes
liu. El metabolito de convergencia entre la via ATU y la via LIU es el 3-metil-crotonil-CoA, el cual es transformado
a acetoacetato por medio de reacciones andlogas ocurridas en la via ATU: carboxilacion de la ramificacion metilica,
hidratacion en el carbono que contiene la ramificacion y liberacién de la ramificacion metilica [Adaptado de (2)].

cual después de una reaccion de deshidrogena-
cion-descarboxilacion, produce el isovaleril-CoA,
metabolito en el cual converge el catabolismo del
isovalerato (Fig. 6). Posteriormente, mediante
una deshidrogenacion catalizada por la isovaleril-
CoA deshidrogenasa (codificada por el gen liuA),
se produce el 3-metil-crotonil-CoA (MC-CoA) (2,
15), que es el metabolito de convergencia de las
vias de leucina/isovalerato y de terpenos aciclicos.
En este punto, estas vias estan constituidas por
cuatro reacciones analogas (deshidrogenacion,
carboxilacion, hidratacion vy tiolisis) (Figs. 4 y 6).
La reaccion de carboxilacién es realizada por la
3-metil-crotonil-CoA carboxilasa (MCCasa), co-
dificada por los genes liuB/liuD para producir el
3-metil-glutaconil-CoA (10). Este ultimo da lugar
al 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA por la accion de la
enzima 3-metil-glutaconil-CoA hidratasa, proba-
blemente codificada por el gen liuC (9, 10, 15).

Finalmente, el 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA
es hidrolizado a acetil-CoA y acetoacetato por la
enzima 3-hidroximetil-glutaril-CoA liasa (HMG-CoA
liasa), codificada por el gen liuE (9, 10, 12, 13).
Los productos finales de las etapas ATU, oxidacion
B y LIU son acetato, acetil-CoA y acetoacetato,
los cuales son canalizados a vias centrales tales
como los ciclos de los &cidos tricarboxilicos y del
glioxilato (Fig. 1).

CONTEXTO GENOMICO DE LOS GENES ATU/LIU
ENTRE ESPECIES DE PSEUDOMONAS

El arreglo genético del cluster atu consta de nue-
ve marcos de lectura abiertos (atuRABCDEFGH)
altamente conservados en varias especies de

Pseudomonas, siendo su ordenamiento similar
para las cepas de P. aeruginosa PAO1l, PA14 y
PA7, P. citronellolis y P. mendocina (Fig. 7A). En
la cepa Pf-5 y PfO-1 de P. fluorescens el grupo
de genes esta constituido por siete y cinco genes
homadlogos, respectivamente. Adicionalmente, po-
tenciales clusters atu se han identificado en Hahella
chejuensis KCTC 2396, Marinobacter aquaeolei
VT8, Alcanivorax borkumensis SK2 y Acinetobac-
ter baumannii AYE (Fig. 7A), pero no en P. putida
y P. syringae. Esto sugiere que otras especies
independientes al género Pseudomonas podrian
utilizar isoprenoides aciclicos como fuente de car-
bono. Analisis filogenético llevado a cabo para las
proteinas AtuRABCDEFGH ha mostrado que las
cepas de Pseudomonas que asimilan isoprenoides
aciclicos se agrupan en el mismo nodo filogenético
(nodo 1, Fig. 7B). Mientras que la filogenia de las
proteinas LiIuURABCDE indica que estas se agrupan
en una raiz muy distante (Fig. 7B). Este analisis
indica claramente que ambos grupos de proteinas
(codificadas en los genes atu y liu) pertenecen a
la misma familia y han evolucionado como dos
subfamilias filogenéticas distintas. Por otro lado,
las proteinas LiuABCD de P. aeruginosa PAO1 po-
seen mayor identidad a los ortélogos LiuABCD de
otras especies de Pseudomonas (77-79%), que
con las proteinas paralogas AtuCDEF de P. aeru-
ginosa (41.5%). Ademas, los analisis filogenéticos
de AtuF, correspondiente a las subunidad o de la
GCCasa, localizaron a esta proteina en una raiz
con proteinas homodlogas de alfa proteobacterias
como Bradyrhizobium japonicum y Rhodopseudo-
monas palustris, separada a la procedente de otras
Pseudomonales, localizadas en la raiz de las gama
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Figura 7. Analisis de secuencia de los productos codificados por los operones génicos atu y liu. (a) Arreglo genético
de los genes atu de P. aeruginosa PAOl1 comparado con grupos homoélogos de otras especies bacterianas. (b)
Arbol filogenético de las proteinas homdlogas Atu/Liu de especies bacterianas. Las secuencias de aminoacidos de
AtuRABCDEFGH (Atu) y LiuRABCDE (Liu) se unieron y alinearon usando el software ClustalW y el arbol filogenético
fue llevado a cabo con el método de Neigbour-Joining. La identidad entre las proteinas Atu/Liu y proteinas homélogas
se indica en porcentaje. PAO1; P. aeruginosa PAO1; PA14, P. aeruginosa PA14; PA7, P. aeruginosa PA7; P. cit, P.
citronellolis; P. men, P. mendocina; Pf5, P. fluorescens Pf5; PfO1, P. fluorescens PfO1; H. chj, H. chejuensis KCTC;
M. aqu, M. aquaeolei; A. bor, A. borkumensis SK2; A. bau, A. baumannii AYE; PputF1, P. putida F1; PputKT, P.
putida KT2440; P. ent, P. entomophila L48; Psyr, P. syringae pv. syringae B728a, P. stu, P. stutzeri A1501. Nodo 1,
indica especies de Pseudomonas con la capacidad de asimilar terpenos aciclicos; nodo 2, indica géneros bacterianos
que podrian ser capaces de asimilar terpenos aciclicos; nodo 3, especies de Pseudomonas con la capacidad de
asimilar leucina/isovalerato.

proteobacterias. Este hallazgo sugiere que los
genes atu de P. aeruginosa PAO1 probablemente
se originaron por transferencia horizontal de alfa Los genes involucrados en la via central de ter-
proteobacterias del género Rhizobiales (9). penos aciclicos, ademés de los genes de la via
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de leucina/isovalerato ya han sido identificados y
algunos de sus productos se han caracterizado,
esto ha permitido comprender que el metabolismo
de isoprenoides aciclicos involucra el reclutamiento
de varias vias catabdlicas, que no necesariamente
estan codificadas una junto a la otra, ya que la via
LIU (cluster liuRABCDE) se encuentra en el genoma
de P. aeruginosa alrededor de 1 Mb distante de la
via ATU (cluster atuRABCDEFGH). Sin embargo, los
productos de ambos clusters son esenciales en el
catabolismo de isoprenoides aciclicos, confirmando
la relacion metabdlica entre ambas vias. Aunque se
ha avanzado en el conocimiento del catabolismo de
isoprenoides aciclicos, alin permanecen genes por
ser identificados, por ejemplo, los genes involucra-
dos en la via de oxidacion/activacion. En esta etapa
estarian participando genes que codifican para las
deshidrogenasas necesarias en la oxidacion de los
terpenoides (citronelol, geraniol, nerol, farnesol)
y las acil-CoA sintetasas requeridas para su acti-

Diaz Pérez L, Campos Garcia J

vacion. A la lista de genes por identificar, resta la
caracterizacion de las enzimas involucradas en la
via de oxidacion B, aunado a esto es importante
elucidar su regulacion y el control de la expresiéon
de los cluster atu y liu, asi como su relacién la oxi-
dacion de acidos grasos. Finalmente al conjuntar
toda la informacion se podra conocer el contexto
biolégico que tiene la via de degradaciéon de iso-
prenoides aciclicos en Pseudomonas, ampliando el
conocimiento referente a la regulacion del metabo-
lismo microbiano. Por otra parte, desde el punto de
vista ecoldgico permanece por explicar por qué la
ruta de isoprenoides aciclicos se encuentra sélo en
algunas especies del género Pseudomonas, cual fue
la presion de seleccion que ha hecho que la ruta se
mantenga a pesar de que estas bacterias pueden
vivir en nichos ecoldgicos completamente distintos
y cémo la ruta contribuye con la adaptabilidad de
estas bacterias. 9
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